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PRO CEDE DE MULTIPLICATION DE CELLULES SOUCHES 



La presente invention a pour objet un procede de multiplication de cellules 
souches. L'invention a notamment pour objet un procede pennettant a la fbis de 
multiplier rapidement lesdites cellules souches et de les maintenir dans un etat 
indifferencie. 

Les cultures actuelles qui permettent le maintien des cellules souches dans un etat 
indifferencie, et notamment des cellules souches hematopoietiques, et/ou les 
multipliant, sont des cultures a long tenne dans lesquelles les cellules se divisent tres 
lentement. Plus particulierement, les cultures pennettant par exemple un 
autorenouvellement (une multiplication a l ! identique).de cellules souches, notamment de 
cellules souches hematopoietiques, sont uniquement des cultures sur stroma medullaire, 
ou des cultures a multiplication lente, en P absence de stroma medullaire. 

S'agissant plus particulierement des cultures a long terme sur stroma medullaire, 
on peut citer les cultures de type Dexter, dans lesquelles les cellules souches, 
notamment les cellules souches hematopoietiques, se developpent sur un stroma, 
medullaire, ce qui permet de n'utiliser que peu de cytokines mais entraine une division 
lente des cellules (et done une multiplication lente des cellules) en presence d'un 
melange de prog6niteurs avec des cellules matures hematopoietiques et stromales. 

De plus, contrairement a ce qui se passe chez la souris, il n'y a pas de maintien a 
long terme chez l'homme de cellules souches sur stroma. 

S'agissant des cultures a long terme, en T absence de stroma medullaire, on peut 
mentionner le systeme de culture de Piacibello. Dans ce systeme de culture (Piacibello 
et al. 1997 Blood), les cellules CD34 + contenant des cellules souches hematopoietiques 
sont ensemencees a 20000 cellules par ml, et chaque semaine la moitie de la culture est 
prelevee et remplacee par du milieu frais. Apres deux semaines, le nombre de cellules 
double a un rythme de une fois par semaine, sur plusieurs mois. Pendant les deux 
premieres semaines de la culture de Piacibello, il y a une forte perte des cellules CD34 + 
qui se stabilisent a moins de 2%. 

Ainsi, les cultures actuelles sont peu compatibles avec une production a des fins 
cliniques ou biotechnologiques de cellules souches maintenant leur caractere 
indifferencie et multipotent. 

Par ailleurs, a ce jour on ne connait pas d'inhibiteur de la differenciation de 
cellules souches permettant un autorenouvellement continu satisfaisant. 
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L 5 un des principanx buts de 1'invention est de proposer un procede de culture de 
cellules souches permettant d'obtenir, rapidement et en quantite importante, des cellules 
souches humaines dans un etat indifferencie. 

L'un des buts de 1'invention est de proposer un procede rapide de" culture de 
cellules souches, sans stroma medullaire, et permettant de reduire les volumes de 
culture. 

L'un des autres buts de l'invention est d'utiliser les cellules souches ainsi 
obtenues pour reconstituer des tissus et des organes a transplanter. 

L' invention a pour objet Putilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire 
de fa90n controlee pour maintenir Tetat indifferencie de cellules souches, notamment de 
cellules souches humaines, tout en permettant leur division cellulaire. 

La presente invention decoule de la decouverte faite par les Inventeurs que, dans 
certaines conditions, un inhibiteur du developpement cellulaire peut etre egalement un 
inhibiteur de la differenciation cellulaire de cellules souches. A ce titre, le TGF-fi 
(« transforming growth factor » (facteur de croissance transformant)), prealablement 
connu comme un inhibiteur du developpement cellulaire de cellules souches, et 
notamment de cellules souches hematopoietiques ou progeniteurs primitifs 
hematopoietiques se revele etre, selon T invention, un inhibiteur de la differenciation 
cellulaire. 

L'expression « inhibiteur du developpement cellulaire » englobe a la fois toute 
substance inhibant la proliferation cellulaire et/ou la croissance cellulaire, et/ou la 
differenciation cellulaire. 

L' expression « inhibiteur de la proliferation cellulaire » signifie egalement 
inhibiteur de la division cellulaire, ou inhibiteur du cycle cellulaire. 

L'expression « utilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire de fat?on 
controlee » signifie que 1'inhibiteur du developpement cellulaire est utilise de fa?on 
iriodulable afin de permettre : 

(a) la division cellulaire des cellules souches lorsque celle-ci est souhaitee, tout en 
maintenant Tetat indifferencie desdites cellules souches au cours ou a la fin de la 
division cellulaire, ou, 

(b) T inhibition du developpement cellulaire des cellules souches lorsque celui-ci 
est necessaire pour inhiber la differenciation cellulaire desdites cellules souches. 

L'expression « utilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire de fa?on 
controlee » signifie, en d'autres termes, que Tinhibiteur du developpement cellulaire 
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peut etre utilise dans des conditions telles que les cellules souches sont sorties de leur 
etat de repos afin de se diviser, dans des conditions controlees empechant la 
differenciation. 

L' expression « cellules souches » signifie cellules immatures, ou bien cellules non 
differenciees (ou indifferenciees), ou bien cellules primitives, ou bien cellules 
pluripotentes ou cellules multipotentes. 

Les cellules souches avantageusement utilisees selon Pinvention sont des cellules 
souches humaines choisies dans le groupe constitue par les cellules souches 
embryonnaires a Torigine des cellules souches somatiques, et/ou les cellules 
souches/progeniteurs somatiques elles/eux rnemes a Torigine du sang et/ou de differents 
tissus solides tels que la peau, le foie, le pancreas, le coeur, le rein, l'os, ou du tissu 
nerveux. 

L' expression « cellules souches embryonnaires a l'origine des cellules souches 
somatiques » est definie par exemple comme une cellule pouvant dormer naissance a 
Tune quelconque des cellules souches somatiques. 

L' expression « cellules souches somatiques » est definie par exemple comme une 
cellule pouvant donner naissance a un tissu specifique. 

Les cellules souches selon Finvention sont notamment les cellules souches 
somatiques humaines hematopo'ietiques, encore appelees progeniteurs primitifs 
hematopoietiques . 

Selon un mode de realisation avantageux, l'inhibiteur du developpement cellulaire 
utilise avantageusement selon 1'invention est choisi dans le groupe constitue par les 
produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a-vis de la differenciation 
cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des kinases cyclines 
dependantes, les facteurs controlant Fapoptose ou le vieillissement, et les cytokines (tels 
que les interferons, le TGF-p). Par le terrne "cytokines", on designe tous les facteurs de 
croissance, meme si ces facteurs peuvent agir egalement comme des inhibiteurs de la 
croissance dans certaines conditions. 

Comme produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a-vis de la 
differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, on peut notamment citer les 
facteurs de croissance, les cytokines, le produit de genes controlant la differentiation, le 
vieillissement ou 1'apoptose. 

Comme inhibiteurs des kinases cyclines dependantes on peut notamment citer le 
gene du retinoblastoma, les genes P15, P16, P21, P27. 
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Le gene du retinoblastome est un gene suppresseur de tumeur (anti-oncogene). 
Les genes P15, P16, P21, P27 inhibent le cycle cellulaire. 

Comme facteur controlant l'apoptose, on peut notarnment citer les genes bcl-2, 
bax, fas. 

Comme facteur controlant le vieillissernent, on peut notarnment citer la 
telomerase. 

Comme cytokines pouvant etre des inhibiteurs du developpement cellulaire, on 
peut notarnment citer les interferons et en particulier le TGF-p. 

Selon un mode de realisation avantageux, Tinvention a pour objet l'utilisation 
d'un inhibiteur du developpement cellulaire tel que defini ci-dessus, en association 
sequentielle avec un anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire, pour declencher un 
nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notarnment de 1 a environ 10, 
et notarnment pour declencher une seule division cellulaire, tout en maintenant l'etat 
indifferencie des cellules souches, notarnment des cellules souches humaines. 

L' expression « association sequentielle » signifie que T anti-inhibiteur de la 
proliferation cellulaire n'est pas utilise de fa?on simultanee avec Tinhibiteur du 
developpement cellulaire. 

Selon un mode de realisation avantageux, Tinvention a pour objet un procede de 
multiplication de cellules souches dans un milieu de culture, notarnment de cellules 
souches humaines, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape dans laquelle les cellules souches, notarnment les cellules souches 
humaines, a l'etat de repos sont sorties de leur etat de repos par la neutralisation de 
Teffet d'un inhibiteur du developpement cellulaire, et notarnment d'un inhibiteur de la 
proliferation cellulaire, produit par les cellules et/ou present dans le milieu de culture, 
de telle sorte qu'il y ait declenchement d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a 
environ 100, notarnment de 1 a environ 10, et notarnment d'une seule division 
cellulaire, 

- et, une etape dans laquelle les cellules souches, notarnment les cellules souches 
humaines, obtenues a T etape precedente sont inhibees dans leur differentiation, a Faide 
d'un inhibiteur du developpement cellulaire. 

L' invention a egalement pour objet un procede de multiplication de cellules 
souches dans un milieu de culture, notarnment de cellules souches humaines, caracterise 
en ce qu'il comprend : 
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- une etape selon laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, a Tetat de division sont empechees d'entrer dans un etat de differenciation, a 
l'aide d'un inhibiteur du developpement cellulaire, 

- et, une etape selon laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, obtenues a T etape precedente sont remises dans leur etat de division, par la 
neutralisation de Teffet d'un inhibiteur du developpement cellulaire, et notamment d'un 
inhibiteur de la proliferation cellulaire, de telle sorte qu'il y ait declenchement d'un 
nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notamment de 1 a environ 10, 
et notamment d'une seule division cellulaire. 

Le procede de multiplication selon Tinvention est caracterise en ce que, au cours 
etaT issue dudit procede, les cellules souches ainsi multipliees sont maintenues dans un 
etat indifferencie. 

Selon T invention, T expression « cellules souches multipliees » a la meme 
signification que l'expression « cellules souches amplifiees ». De meme l'expression 
« procede de multiplication » a la meme signification que l'expression « procede 
d' amplification ». 

L'etat de repos des cellules signifie que les cellules ne se differencient pas et ne se 
divisent pas. 

Selon un mode de realisation avantageux, les cellules souches multipliees selon le 
procede de multiplication de Tinvention, sont des cellules souches humaines choisies 
dans le groupe constitue par les cellules souches embryonnaires a l'origine des cellules 
souches somatiques, et les cellules somatiques elfes-memes a l'origine du sang et/ou des 
differents tissus solides tels que la peau, le foie, le pancreas, le coeur, le rein, l'os, ou du 
tissu nerveux. 

Le procede de multiplication selon Tinvention est caracterise en ce que les 
cellules souches, notamment les cellules humaines, sont presentes a une concentration 
cellulaire d'environ 1 a environ 10 10 cellules par ml, et notamment a une concentration 
allant d'environ 10 3 a environ 10 10 cellules par ml, et plus particulierement d ! environ 
1 0 4 a environ 1 0 9 cellules par ml. 

II faut noter que la presente invention ^applique aussi bien aux cellules humaines 
qu'aux cellules ani males. 

Dans le procede de multiplication de Tinvention, Tinhibiteur du developpement 
cellulaire est synthetise par les cellules souches, notamment les cellules souches 
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humaines, et/ou est ajoute dans le milieu de culture contenant les cellules souches, 
notamment les cellules souches humaines. 

Ledit inhibiteur du developpement cellulaire est synthetise par les cellules souches 
et/ou est ajoute dans le milieu de culture : 

(a) avant la premiere division cellulaire, et 

(b) au cours ou a la fin d 5 un cycle de division (lorsque lesdites cellules se trouvent 
prealablement en etat de division). 

Lorsque T inhibiteur du developpement cellulaire est synthetise par les cellules 
souches, il peut etre secrete ou non. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire synthetisee par les cellules 
souches, ou ajoutee dans le milieu de culture, doit etre suffisante de fac?on a ce que 
lesdites cellules (a) soient maintenues dans leur etat de repos avant la premiere division 
cellulaire, et (b) soient placees a Tetat de repos lorsqu'elles se trouvaient prealablement 
en etat de division. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire synthetisee par les cellules 
souches peut varier de 0,01 pg a 1 mg/ml dans le milieu de culture, et notamment de 0,1 
pg a lOng/ml. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire ajoutee dans le milieu de 
culture peut varier de 0,1 pg a 1 mg/ml dans le milieu de culture, et notamment de 1 pg 
alOng/ml. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de multiplication selon 
Tinvention est caracterise en ce que rinhibiteur du developpement cellulaire est choisi 
dans le groupe constitute par les produits de genes controlant le developpement 
cellulaire vis-a-vis de la differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les 
inhibiteurs des kinases cyclines dependantes, les facteurs controlant Papoptose ou le 
vieillissement, et les cytokines (tels que les interferons, le TGFP). 

Les produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a-vis de la 
differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des kinases 
cyclines dependantes, les facteurs controlant Papoptose ou le vieillissement, ainsi que 
les cytokines sont notamment ceux decrits ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, rinhibiteur du developpement cellulaire 
est present a une faible concentration dans le milieu de culture contenant les cellules 
souches, et notamment a une concentration allant d' environ 10" 10 mg/ml a 1 mg/ml. 
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Le procede de multiplication selon I s invention est caracterise en ce que la 
neutralisation de l'effet de Finhibiteur du developpement cellulaire, et notamment de 
rinhibiteur de la proliferation cellulaire, present dans le milieu de culture, est effectuee 
par : 

- l'addition dans le milieu de culture d'un anti-inhibiteur de la proliferation 
cellulaire, et/ou 

- le retrait du milieu de culture de rinhibiteur du developpement cellulaire, et 
notamment de rinhibiteur de la proliferation cellulaire. 

La neutralisation de l'effet de rinhibiteur du developpement cellulaire permet aux 
cellules souches de sortir de leur etat de repos et de declencher au moins une division. 

De preference, lorsque rinhibiteur du developpement cellulaire est synthetise sans 
etre secrete par les cellules souches, l'effet dudit inhibiteur est neutralise par addition 
dans le milieu de culture d'un anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire, qui peut 
penetrer dans la cellule, tel qu'un oligonucleotide antisens. 

Cependant, lorsque rinhibiteur du developpement cellulaire est secrete par les 
cellules souches, ou lorsque ledit inhibiteur est ajoute dans le milieu de culture, l'effet 
dudit inhibiteur est neutralise soit par addition dans le milieu de culture d'un anti- 
inhibiteur de la proliferation cellulaire, soit par retrait du milieu de culture de 
rinhibiteur du developpement cellulaire. 

Le retrait de rinhibiteur du developpement cellulaire du milieu de culture peut 
notamment etre effectue a 1'aide d'anticorps bloquants ou par lavage afin de neutraliser 
ledit inhibiteur. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire retiree du milieu de culture 
contenant les cellules souches doit etre suffisante de telle sorte qu'il y ait declenchement 
d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notamment de 1 a 
environ 10, et notamment d'une seule division cellulaire. 

La quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire retiree du milieu de culture 
varie de 0,01 pg a 1 ng/ml, et notamment de 0,1 pg a 10 ng/ml. 

L 5 inhibiteur du developpement cellulaire retire du milieu de culture appartient 
notamment au groupe des cytokines, des oligonucleotides antisens bloquant Texpression 
de genes du developpement. 

La quantite d' anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire ajoutee dans le milieu de 
culture contenant les cellules souches doit etre suffisante de telle sorte qu'il y ait 
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declenchement d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, 
notamment de 1 a environ 10, et notamment d'une seule division cellulaire. 

La quantite d'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire ajoutee dans le milieu de 
culture varie de 0,1 fig a 10 mg/ml pour les anticorps bloquants ou de 0,01 |uM a 1 mM 
^oligonucleotide antisens dans le milieu de culture, et notamment de 1 jig a 1 00 ng/ml 
pour les anticorps bloquants ou de 0,1 pM a 100 |jM ^oligonucleotides antisens. 

L'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire est choisi dans le groupe constitue 
par des oligonucleotides antisens ou des anticorps bloquants et notamment par Tanti- 
TGF-p. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de multiplication selon 
l'invention est caracterise en ce que ranti-inhibiteur de la proliferation cellulaire est 
present en une concentration allant d' environ 10" 18 a environ 10" 3 g/ml, notamment 0,1 a 
20 (ig/ml, et notamment 4.1 0' 6 g/ml (4 p,g/ml). 

Le procede de multiplication selon Tinvention des cellules souches, notamment 
des cellules souches humaines, est caracterise en ce qu'il comporte, afin d'obtenir un 
nombre suffisant de cellules souches maintenues a l'etat indifferencie, un nombre total 
de cycles de divisions (ou d'etats de division) compris entre 1 a 100 cycles, notamment 
entre 5 a 20 cycles, et notamment 10 cycles. 

Selon un mode de realisation avantageux, la duree totale de r ensemble des etats 
de repos du procede de multiplication selon l'invention varie de 1 heure a 3 ans, 
notamment de 20 heures a 200 heures, et la duree totale de Fensemble des cycies de 
division du procede de multiplication selon l'invention varie de 10 heures a 3 ans et 
notamment de 20 heures a 200 heures. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede tie multiplication selon 
l'invention est caracterise en ce que la duree d'un seul etat de repos s'echelonne 
d'environ 1 heure a 3 ans, et est notamment d'environ 6 heures a 72 heures, et en ce que 
la duree d'un seul cycle de division s'echelonne d'environ 6 heures a 3 ans, et est 
notamment d' environ 6 heures a 24 heures. 

La duree totale du procede de multiplication selon T invention comprenant 
l'ensemble des etats de repos et de division s'echelonne de 1 jour a 3 ans, et est 
notamment de 1 jour a 15 jours. 
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Selon un mode de realisation avantageux, Fensemble des cycles de repos et de 
division d'un procede de multiplication dure de 1 a 15 jours, et les applications 
envisagees sont la therapie cellulaire. 

Selon un autre mode de realisation, Fensemble des cycles de repos et de division 
d'un procede de multiplication dure de 1 jour a 3 ans, et les applications envisagees sont 
d^ordre experimental. 

Un procede qui dure 3 ans permet par exemple des experiences de longue duree 
pour etudier la senescence. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de multiplication des cellules 
souches selon Finvention, et notamment des cellules souches somatiques humaines, 
perrnet d'obtenir une amplification des cellules souches d'un facteur compris d'environ 
2 a environ 10 I2 ? et notamment d'environ 2 a environ 10 4 . 

Ainsi, le procede de multiplication selon rinvention permet d'obtenir un nombre 
de cellules souches amplifiees et maintenues a Fetat indifFerencie, de 2 a 10 12 fois plus 
important que le nombre initial de cellules souches non differenciees. 

Selon un mode de realisation avantageux, le milieu de culture du procede de 
multiplication selon Finvention, contient des cellules souches hematopoietiques et 
comprend une ou plusieurs cytokines (ajoutees dans le milieu de culture) choisies dans 
le groupe constituepar les interleukines et les CSF, lesdites cytokines etant presentes a 
une concentration allant d'environ 10" 8 |i.g/ml a environ 1 mg/ml, et notamment 
d'environ 10" 5 |ig/ml a 0,1 j-ig/ml, et eventuellement d ! autres facteuxs de croissance. 

Comme cytokines pouvant etre ajoutees dans le milieu de culture, on citera 
notamment les interleukines telles que TEL 1 a TEL 16, les CSF (« colony-stimulating 
factor » (facteurs stimulant les colonies)) tels que le GM-CSF (facteur stimulant les 
colonies granulocytaires et monocytaires), GCSF (facteur stimulant les colonies 
granulocytaires), MCSF (facteur stimulant les colonies monocytaires), SF (Steel factor), 
la TPO (thrombopoietine) ou le FL (Flt-3 ligand). 

Des facteurs de croissance autres que les interleukines et les CSF peuvent etre 
utilises. 

Le procede de multiplication selon Finvention des cellules souches, et notamment 
des cellules souches somatiques humaines, est plus particulierement caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) l'initiation d'un premier cycle de division de cellules souches embryonnaires 
ou somatiques non differenciees dans un milieu de culture, et notamment de cellules 
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souches somatiques hematopoietiques, par ensemencement desdites cellules souches 
non differenciees a l'etat de repos, a une forte concentration cellulaire initiale, 
notamment a une concentration allant de 10 3 a 10 10 cellules par ml, en presence d'une 
ou de plusieurs cytokines, et par la neutralisation de l'effet de l'inhibiteur du 
developpement cellulaire, et notamment de l'inhibiteur de la proliferation cellulaire, 
present dans le milieu de culture, de telle sorte que les susdites cellules sortent de leur 
etat de repos par le declenchement d'une premiere division cellulaire, 

b) le retour au repos des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a l'etape precedente, a Taide d'un inhibiteur du developpement 
cellulaire, ledit inhibiteur etant synthetise par lesdites cellules souches, ou etant ajoute 
dans le milieu de culture, 

c) le lavage eventuel des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a l'etape precedente, afin d'eliminer les catabolites et l'inhibiteur 
du developpement cellulaire, et notamment l'inhibiteur de la proliferation cellulaire 
eventuellement presents dans le milieu de culture, 

d) la dilution eventuelle des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a l'etape precedente afin de maintenir une concentration 
cellulaire optimale allant d'environ 100 a 10 10 cellules par ml, 

e) la repetition successive des cycles de division et de repos decrits ci-dessus 
jusqu'a ce que le facteur d' amplification des cellules soit suffisant pour obtenir le 
nombre de cellules souches souhaitees, et notamment soit de 2 fois a environ 10 12 fois le 
nombre de cellules souches embryonnaires ou somatiques non differenciees initiales, ce 
qui correspond a une duree to tale du procede de multiplication d'environ 1 jour a 3 ans, 
et notamment de 1 jour a 15 jours, 

f) F arret de la multiplication des cellules souches embryonnaires ou somatiques 
non differenciees pour les stocker, les utiliser ou les faire se differencier in vitro. 

Les modalites des differentes etapes du procede de multiplication des cellules 
souches selon l'invention sont celles deja decrites ci-dessus. 

Ainsi, la quantite d'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire ajoutee dans le 
milieu de culture, ou la quantite d'inhibiteur du developpement cellulaire retiree du 
milieu de culture contenant les cellules souches, doit etre suffisante afin qu'il y ait 
declenchement d'une premiere division cellulaire. 
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Selon un mode de realisation prefere, l'inhibiteur du developpement cellulaire est 
le TGF-P ; le TGF-p est synthetise par les cellules souches somatiques 
hematopoietiques elles-memes en une quantite allant de 0,01 pg a 1 ng/mL 

Le TGF-p est ensuite neutralise par l'ajout dans le milieu de culture d'un anti- 
inhibiteur de la proliferation cellulaire : Tanti-TGF-p. L'anti-TGF-p est ajoute en une 
quantite allant de 0,1 jag a 100 jag/ml d'anticorps ou 0,1 pM a 10 \iM ^oligonucleotides. 

Le retour au repos des cellules souches somatiques hematopoietiques, notamment 
decrit dans Tetape b) ci-dessus, est obtenu par le TGF-p synthetise par lesdites cellules 
souches elles-memes (ou d'autres inhibiteurs ajoutes). 

L'etape de lavage © decrite ci-dessus permet notamment de neutraliser 
Tinhibiteur TGF-p forme au cours ou a la fin d'un cycle de division precedent afin de 
pennettre la division suivante. 

L'etape de dilution (d) decrite ci-dessus, maintenant une concentration cellulaire 
optimale peimet a la fois : 

- le retour rapide a Tetat de repos des cellules souches, du a une synthese rapide 
desdites cellules de Tinhibiteur du developpement cellulaire, notamment du TGF-p, 

- une division non moins rapide des cellules souches apres chaque etat de repos, 
en presence d'anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire, notamment d'anti-TGF-p. 

Le TGF-P ralentit le processus de differenciation des cellules souches tout au long 
du pro cede de multiplication, a savoir au cours et a la fin des differents cycles de repos 
et de division. 

L'etape d' arret f) decrite ci-dessus peut etre effectuee en lavant lesdites cellules 
souches ainsi multipliees, en les congelant, ou en les mettant dans un milieu de 
differenciation. 

Le milieu de differenciation dans lequel sont mises les cellules souches ainsi 
multipliees et maintenues dans un etat indifferencie selon le procede de la presente 
invention, est choisi en fonction du tissu ou de Forgane que Ton cherche a reconstituer. 

Par exemple, si Ton veut obtenir des cellules erythro'ides, on utilisera un milieu de 
culture contenant de Terythropoietine (EPO). 

Le procede de multiplication selon l'invention permet d' obtenir des productions 
importantes de cellules souches, lesdites cellules souches etant maintenues dans un etat 
indifferencie au cours des differents cycles de repos et de division dudit procede. On 
obtient ainsi des productions importantes de cellules immatures sous un volume reduit. 
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La presente invention a pour objet l'utilisation des cellules souches humaines non 
differenciees et amplifiees telles qu'obtenues selon le precede de l'invention decrit ci- 
dessus, pour reconstituer du sang humain et/ou des tissus solides ou organes humains. 

Ainsi, les cellules souches humaines non differenciees et amplifiees telles 
qu'obtenues selon le procede de l'invention, peuvent notamment etre utilisees pour 
amplifier des prelevements insuffisants de sang de cordon ombilical, de moelle osseuse 
ou de sang peripherique, ou pour la transplantation de cellules souches 
hematopoietiques. 

Les cellules souches humaines non differenciees et amplifiees telles qu'obtenues 
selon le procede de l'invention, peuvent egalement servir pour des etudes sur le genome 
humain (expression et fonction des genes du developpement humain). 

Legende des figures 

Les figures 1A et IB represented Teffet du TGF-p sur le maintien de Tetat 
indifferencie des cellules CD34 + . 

Le colorant PKH26 qui se fixe a la membrane des cellules permet de determiner le 
nombre de divisions que la cellule a effectue : apres un doublement de la cellule, 
Tintensite du colorant est divisee par 2, apres 2 doublements par 4 etc. . . On obtient ainsi 
differentes populations se depla9ant vers la droite. • 

En conditions de culture sans TGF-p (20 000 cellules par ml) (Fig. 1A), les 
cellules se divisent et apres 3 jours, les cellules qui se sont divisees plus d'une fois ne 
contiennent que 1.1% de cellules CD34 +fort . 

En conditfons de culture selon Tinvention, la concentration de TGF-p etant plus 
elevee (30 pg/ml de TGF-P) (Fig. IB), on observe un pourcentage plus eleve de cellules 
CD34 +fon 



EXEMPLE : PROCEDE DE MULTIPLICATION DE CELLULES SOUCHES 
HEMATOPOIETIQUES 

Materiels et methodes 
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Les cellules souches utilisees dans l'exernple ci-dessous sont plus 
particulierement des cellules souches somatiques humaines hematopoietiques provenant 
de sang de cordon ombilical et caracterisees par le marqueur de membrane CD34-K 
Dans ce qui suit, lesdites cellules seront denommees « cellules CD34+ ». 

1) Marquage des cellules CD34+ 

Les cellules CD34+ sont diluees dans PBS (phosphate buffer saline) / BSA 
(bovine serum albumine) (0,2%) et incubees avec des anticorps anti-CD34+ conjugues a 
du F1TC (fluoroisothiocyanate) (clone 8G12; Becton Dickinson, San Jose, CA) pendant 
30 minutes a 4°C puis lavees 2 fois en PBS/BSA. Le controle est constitue par des 
cellules incubees avec des IgGl non specifiques conjuguees au FITC. 

Pour detecter le colorant pennettant de suivre la proliferation des cellules, les 
CD34+ sont marquees avec le colorant PKH26 (Sigma, France) selon les instructions du 
fabricant 

Les cellules avec une intensite moyenne de PKH26 sont triees dans une fenetre 
representant environ 10% de la largeur complete. Ceci correspond environ a 20% des 
cellules CD34-K Quatre aliquots de 400 cellules sont utilisees en test HPP-Q. Le reste 
des cellules au repos et des cellules qui proliferent sont triees et cultivees en milieu 
semi-solide. Des billes calibrees (Coulter-Beckman) sont utilisees pour standardiser les 
analyses entre le jour 0 et le jour 3. 

Description du test HPP-Q (High Proliferative Potential-Quiescent Cell) 
Le test HPP-Q permet de verifier que Tinhibiteur du developpernent cellulaire, 
notamment le TGF-p, maintient les cellules souches, notamment hematopoietiques, au 
repos. 

Plus particulierement, le test HPP-Q consiste a determiner le degre de maturite de 
cellules souches, notamment hematopoietiques, et est caracterise en ce qu'il cojnprend 
les etapes suivantes : 

- on effectue la culture d'un premier ensemble de cellules souches, notamment 
hematopoietiques, dans un milieu approprie a leur culture, ledit milieu ne contenant pas 
de moyens de blocage d'au mo ins un inhibiteur du developpernent cellulaire tel le TGF- 
P, pendant environ 14 a environ 28 jours, de preference 18 jours, 

- on effectue la culture d'un deuxieme ensemble de cellules souches, notamment 
hematopoietiques, de meme nature et de meme degre de maturite que celles 
mentionnees ci-dessus, dans un milieu approprie contenant des moyens de blocage d'au 
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moins un inhibiteur du developpement cellulaire, ces moyens de blocage etant presents, 
dans le milieu de culture a une concentration efficace, 

- on compare, 18 jours apres la mise en culture de chacun des deux ensembles de 
cellules souches, le nombre et la nature des colonies, la difference des sommes des 
. colonies a haut potentiel proliferatif (HPP-CFC — progeniteur formant une colonie a 
haut potentiel proliferatif, HPP-MEG = progeniteur megacaryocytaire a haut potentiel 
proliferatif, HPP-GEMM = progeniteur granulocytaire erythrocytaire monocytaire 
megacaryocytaire a haut potentiel proliferatif) respectivement dans celle du deuxieme 
ensemble et celle du premier ensemble. 

L 5 evaluation de la maturite ou de l'immaturite de cellules souches correspond a 
1' observation suivante. 

Apres 18 jours, on observe au microscope le nombre et la nature des colonies : on 
compte le nombre de colonies mixtes constitutes de cellules de la lignee rouge et d*un 
ou de plusieurs types de la lignee blanche. Le nombre de colonies mixtes est plus eleve 
lorsque la population cellulaire mise en culture est immature, c'est-a-dire constitute de 
cellules plus jeunes dont certaines sont au repos. D'autre part, plus la cellule qui a 
donne naissance a la colonie est immature, voire au repos, plus son potentiel de 
proliferation est grand, done la colonie provenant de cette cellule une fois activee sera 
plus importante en taille. 

2) Culture des cellules CD34+ 

Les cellules CD34+ ont ete ensemencees a une concentration cellulaire de 10 6 
cellules par ml dans des plaques de culture de 24 puits a raison de 1 ml par puits au jour 
JO. Lesdites cellules ont ete ensemencees dans un milieu sans serum, contenant des 
cytokines et un inhibiteur du TGF-p (anti TGF-p). 
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SB A (milieu sans serum avec albumine) + 



SF(« Steel Factor ») 
TPO (Thrombopoietine) 
FL (Ligand FLt3) 
IL6 (Interleukine 6) 
Anti-TGFp 



10 ng/ml 
10 ng/ml 
50 ng/ml 
10 ng/ml 
4 jag/ml 



Les cellules CD34+ sont incubees a 37°C dans une atmosphere avec 5% de C02 
et une saturation d'humidite a 97%. 

Tous les 2 jours, le volume de la culture est mesure, le nombre de cellules CD34+ 
est compte, et la viabilite desdites cellules est deterrninee. 

Apres avoir compte le nombre de cellules CD344- contenues dans la culture, on 
enleve le volume necessaire pour ne laisser que 10 6 cellules par puits. 

On reajuste le milieu en volume, en cytokines ou facteurs de croissance et en 
inhibiteurduTGF-p. 

Tous les 8 jours, un tri est effectue pour evaluer les cellules CD34 + et CD38" et la 
capacite proliferative des cellules CD34' 4 * est evaluee en test HPP-Q. 

Regulierement, les resultats du test HPP-Q sont confinnes par vin test en souris 
immunodeficientes (SCID-NOD). 

Le protocole du procede selon Tinvention permet de cultiver les cellules dans un 
microbioreacteur qui maintient les conditions de milieux constantes pour ce qui est des 
catabolites et anabolites (cytokines et inhibiteurs exclus). 

L'ensemencement des cellules CD34+ k une forte concentration cellulaire permet 
de creer un bioreacteur a forte concentration cellulaire, et ainsi de reduire les volumes 
de culture.- . 

Principe du bioreacteur ou microbioreacteur 

Le microbioreacteur est constitue d'une chambre de culture, de taille adaptee au 
nombre de cellules et a leur densite cellulaire (1 a 100 ml), separee d'une chambre de 
dialyse par une membrane, et eventuellement d'une chambre gazeuse par une autre 
membrane, pour maintenir constants les constituants du milieu. 

Des micro detecteurs permettent de controler differents parametres dans la 
chambre de culture : pH, C0 2 , 0 2 , glucose, lactate, etc. 

Des entrees et des sorties permettent de renouveler ou de modifier les milieux de 
cultures, ou d^jouter ou de retirer des cellules. 
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L'ensemble du microbioreacteur peut etre automatise par des pompes et des 
programmateurs informatises. 
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REVENDICA TIONS 

1. Utilisation d'un inhibiteur du developpement cellulaire de fa<?on controlee pour 
maintenir l'etat indifferencie de cellules souches, notamment de cellules souches 
humaines, tout en permettant leur division cellulaire. 

2. Utilisation d'un inhibiteur selon la revendication 1, dans laquelle les cellules 
souches sont des cellules humaines choisies dans le groupe constitue par les cellules 
souches embryonnaires a rorigine des cellules souches sornatiques, et/ou les cellules 
souches/progeniteurs somatiques elles/eux memes a l'origine du sang et/ou de differents 
tissus solides tels que la peau, le foie, le pancreas, le cceur, le rein, 1'os, ou du tissu 
nerveux. 

3. Utilisation d'un inhibiteur selon la revendication 1 ou la revendication 2, dans 
laquelle V inhibiteur du developpement cellulaire est choisi dans le groupe constitue par 
les produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a-vis de la 
differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des kinases 
cyclines dependantes, les facteurs controlant Fapoptose ou le vieillissement, et les 
cytokines (tels que les interferons, le TGFP). 

4. Utilisation d'un inhibiteur selon Pune quelconque des revendications 1 a 3, en 
association sequentielle avec un anti-inhibiteur de la proliferation . cellulaire, pour 
declencher un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a environ 100, notariiment de 1 
a environ 10, et notamment pour declencher une seule division cellulaire, tout en 
maintenant l'etat indifferencie des cellules souches, notamment des cellules souches 
humaines. 

5. Procede de multiplication de cellules souches dans un milieu de culture, 
notamment de cellules souches humaines, caracterise en ce qu'ilcomprend : 

une etape dans laquelle les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, a l'etat de repos sont sorties de leur etat de repos par la neutralisation de 
l'effet d'un inhibiteur du develop et notamment d'un inhibiteur de la 

proliferation cellulaire produit par les cellules et/ou present dans le milieu de culture, de 
telle sorte qu'il y ait declenchement d'un nombre de divisions cellulaires allant de 1 a 
environ 100, notamment de 1 a environ 10, et notamment d'une seule division 
cellulaire, 

- et, une etape dans laquelle les cellules souches, notamment les cellules 
humaines, obtenues a T etape precedente sont inhibees dans leur differenciation a l'aide 
d 5 un inhibiteur du developpement cellulaire. 
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6. Precede de multiplication selon la revendication 5, caracterise en ce que a 
Tissue du procede de multiplication, les cellules souches ainsi multipliees sont 
maintenues dans un etat indifferencie. 

7. Procede de multiplication selon la revendication 5, caracterise en ce que les 
cellules souches sont des cellules humaines choisies dans le groupe constitue par les 
cellules souches embryonnaires a Torigine des cellules souches somatiques, et les 
cellules somatiques elles memes a Torigine du sang et/ou des differents tissus solides 
tels que la peau, le foie, le pancreas, le coeur, le rein, Tos, ou du tissu nerveux. 

8. Procede de multiplication selon Tune des revendications 5 a 7, caracterise en ce 
que les cellules souches, notamment les cellules humaines, sont presentes a une 
concentration cellulaire d'environ 1 a environ 10 10 cellules par ml, et notamment a une 
concentration allant d'environ 10 3 a environ 10 10 cellules par ml, et plus 
particulierement d'environ 10 4 a environ 10 9 cellules par ml. 

9. Procede de multiplication selon 1'une quelconque des revendications 5 a 8, 
caracteris6 en ce que 1'inhibiteur du developpement cellulaire est synthetise par les 
cellules souches, notamment les cellules souches humaines, et/ou est ajoute dans le 
milieu de culture contenant les cellules souches, notamment les cellules souches 
humaines, 

10. Procede de multiplication selon 1'une quelconque des revendications 5 a 

9, caracterise en ce que Tinhibiteur du developpement cellulaire est choisi dans le 
groupe constitue par les produits de genes controlant le developpement cellulaire vis-a- 
vis de la differenciation cellulaire et/ou de la division cellulaire, les inhibiteurs des 
kinases cyclines dependantes, les facteurs controlant Tapoptose ou le vieillissement, et 
les cytokines (tels que les interferons, le TGFP) 

11. Procede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

10, caracterise en ce que Tinhibiteur du developpement cellulaire est present a une 
faible concentration dans le milieu de culture contenant les cellules souches, et 
notamment a une concentration allant d'environ 10" 10 mg/ml a 1 mg/mL 

12. Procede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

11, caracterise en ce que la neutralisation de Teffet de Tinhibiteur du developpement 
cellulaire, et notamment de Tinhibiteur de la proliferation cellulaire, present dans le 
milieu de culture, est effectuee par 
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- Faddition dans le milieu de culture, en quantite appropriee, d'un anti-inhibiteur 
de la proliferation cellulaire tel qu'un anti-TGF-[}, et/ou 

- le retrait du milieu de culture de l'inhibiteur du developpement cellulaire, et 
notamment de l'inhibiteur de la proliferation cellulaire, appartenant notamment au 
group e des cytokines. 

13. Procede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

12, caracterise en ce que 1' anti-inhibiteur de la proliferation cellulaire est present en une 
concentration allant d' environ 10" 18 a environ 10" 3 g/ml. 

14. Procede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

13, dans lequel le milieu de culture contient des cellules souches hematopoietiques et 
comprend une ou plusieurs cytokines (ajoutees dans le milieu de culture) choisies dans 
le groupe constitue par les interleukines et les CSF, lesdites cytokines etant presentes a 
une concentration allant d' environ 1CT 8 jag/ml a environ 1 mg/inl, et notamment 
d' environ 10" 5 )J,g/ml a 0,1 jag/ml. 

15. Procede de multiplication selon Tune quelconque des revendications 5 a 

14, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) P initiation d'un premier cycle de division de cellules souches embryonnaires 
ou somatiques non differenciees dans un milieu de culture, et notamment de cellules 
souches ... somatiques hematopoietiques, par -ensemencement -de -cellules -souches 
embryonnaires ou somatiques non differenciees a Petat de repos, a une forte 
concentration cellulaire initiale, notamment a une concentration allant de 10 3 a 10 10 
cellules par ml, en presence d'une ou de plusieurs cytokines, et par la neutralisation de 
Peffet de P inhibiteur du developpement cellulaire, et notamment de l'inhibiteur de la 
proliferation cellulaire, present dans le milieu de culture, de telle sorte que les susdites 
cellules sortent de leur etat de repos par le declenchement d'une premiere division 
cellulaire, 

b) le retour au repos des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a Petape precedente, a Paide d'un inhibiteur du developpement 
cellulaire, ledit inhibiteur etant synthetise par lesdites cellules souches, ou etant ajoute 
dans le milieu de culture, 

c) le lavage eventuel des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a Petape precedente, afin d'eliminer les catabolites et Pinhibiteior 
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du developpement cellulaire, et notamment rinhibiteur de la proliferation cellulaire 
eventuellement presents dans le milieu de culture, 

d) la dilution eventuelle des cellules souches embryonnaires ou somatiques non 
differenciees obtenues a 1'etape precedente afin de maintenir une concentration 
cellulaire optimale allant d' environ 1 00 a 1 0 1 0 cellules par ml, 

e) la repetition successive des cycles de division et de repos decrits ci-dessus 
jusqu'a ce que le facteur d' amplification des cellules soit suffisant pour obtenir le 
nombre de cellules souches souhaitees, et notamment soit de 2 fois a environ 10 12 fois le 
nombre de cellules souches embryonnaires ou somatiques non differenciees initiales, ce 
qui correspond a une duree to tale du procede de multiplication d' environ 1 jour a 3 ans, 
et notamment de 1 jour a 15 jours, 

f) Tarret de la multiplication des cellules souches embryonnaires ou somatiques 
non differenciees pour les stocker, les utiliser ou les faire se differencier in vitro. 

16* Procede de multiplication selon Time quelconque des revendications 5 a 
15, caracterise en ce que la duree d'un seul etat de repos s'echelonne d' environ 1 heure 
a 3 ans, et est notamment d'environ 6 heures a 72 heures, et en ce que la duree d'un seul 
cycle de division s'echelonne d'environ 6 heures a 3 ans, et est notamment d'environ 6 
heures a 24 heures. - • 

17. Utilisation des cellules souches humaines non differenciees et 

amplifiees telles qu'obtenues selon le procede de l'une quelconque des revendications 5 
a 16, pour reconstituer du sang humain et/ou des tissus solides ou organes hximams. 



WO 00/75290 



1/1 



PCT/FROO/01486 




internat; 



SEARCH REPORT 



Intt ^^^Vpplication No 

PCT/FR 00/01486 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

PC 7 C12N5/06 C12N5/08 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



8. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal, WPI Data, PAO, MEDLINE, CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 8 Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



HATZFELD J ET AL: "RELEASE OF EARLY HUMAN 
HEMATOPOIETIC PROGENITORS FROM QUIESCENCE 
BYANTISENSE TRANSFORMING GROWTH FACTOR 
BETA1 OR RB OLIGONUCLEOTIDES" 
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, JP, TOKYO, 
vol. 174, 1 October 1991 (1991-10-01), 
pages 925-929, XP000571050 
ISSN: 0022-1007 
the whole document 

-/-- 



1-16 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

*V document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document is taken atone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



11 September 2000 



Date of mailing of the international search report 



25/09/2000 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo rt. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Le Flao, K 



Form PCT/lSA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNA' 



SEARCH REPORT 



# 



implication NC- 

PCT/FR 00/01486 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WAEGELL W ET AL: "Growth acceleration and 

stem cell expansion in Dexter-type 

cultures by neutralization of TGF-beta." 

EXPERIMENTAL HEMATOLOGY, 

vol. 22, 1994, pages 1051-7, XP000572237 

page 1054, left-hand column, line 46 -page 

1055, left-hand column, line 10 

page 1055, right-hand column, line 3 - 

line 13 

MUMMERY C L ET AL: "Expression of 
transforming growth factor beta 2 during 
the differentiation of murine embryonal 
carcinoma and embryonic stem cells." 
DEVELOPMENTAL BIOLOGY, (1990 JAN) 137 (1) 
161-70., 

XP000891381 
page 162, left-hand column, line 14 - line 
25 

page 162, right-hand column, line 25 - 
line 38 

page 164, right-hand column, line 1 - line 
24 

page 165, right-hand column, line 26 - 
line 52 

page 168, right-hand column, line 25 - 
line 36 

EP 0 834 556 A (ACADEMISCH ZIEKENHUIS 
LEIDEN) 25 September 1996 (1996-09-25) 
claims 1-11 

WIANNY F ET AL: "Proliferation and 
differentiation of porcine inner cell mass 
and epi blast in vitro." 

BIOLOGY OF REPRODUCTION, (1997 OCT) 57 (4) 
756-64., 

XP000700182 
abstract 

page 763, left-hand column, line 50 - line 
60 

DUCOS KARIN ET AL: "p21cipl mRNA is 
controlled by endogenous transforming 
growth factor-betal in quiescent human 
hematopoietic stem/progenitor cells." 
JOURNAL OF CELLULAR PHYSIOLOGY, 
vol. 184, no. 1, July 2000 (2000-07), 
pages 80-85, XP000939301 
ISSN: 0021-9541 



1-16 



1-3 



1-3 



1-17 



1-16 



Form PCT/1SA/21 0 (continuation of second sheet) (Juty 1 992) 



page 2 of 2 



internat: 



Information 



n^^^atent f 



SEARCH REPORT 

family members 



Inte d^^^pplication No 

PCT/FR 00/01486 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



EP 0834556 



08-04-1998 



AU 
EP 
W0 



4225797 A 
0928328 A 
9813475 A 



17-04-1998 
14-07-1999 
02-04-1998 



Form PCT/lSA/210 (patent family annex) (July 1992) 



RAPPORT DE RECHER 



INTERNATIONALE 



Oen ^^^Vationale No 

PCT/FR 00/01486 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMAND E 

CIB 7 C12N5/06 C12N5/08 



Selon la classification fntemationala dea brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification survi des symbotes de ciassement) 

CIB 7 C12N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans ta masure ou ces documents relevant des domaines sur lesquets a porte la recherche 



Base dedonnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal f WPI Data, PAJ, MEDLINE, CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONS1DERES COMME PERTINENTS 



Categorie * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, Indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



HATZFELD J ET AL: "RELEASE OF EARLY HUMAN 

HEMATOPOIETIC PROGENITORS FROM QUIESCENCE 

BYANTISENSE TRANSFORMING GROWTH FACTOR 

BETA1 OR RB OLIGONUCLEOTIDES" 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, JP .TOKYO, 

vol. 174, 1 octobre 1991 (1991-10-01), 

pages 925-929, XP000571050 

ISSN: 0022-1007 

le document en entier 

_/- 



1-16 



| )( [ Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



* Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant t*4tat general de (a technique, non 

consider^ comma particulierement pertinent 
H E" document anteYieur, mais publie" a la date de depdt international 

ou apres cette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison specials (telle qu'indiquee) 
"O" document se re fe rant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 

"P" document public avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie* apres la date de depfit international ou la 
date de priority et n'appartanenant pas a I'etat de ta 
technique pertinent, mais cite pour comprendre te principe 
ou la th6orie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; rinven tion revendiquee ne peut 
etre considers e comma nouvelle ou comme impliquant une activfte 
inventive par rapport au document consider^ isolSmerrt 

"Y" document particulierement pertinent; Hnven tion revendiquee 

ne peut etre considered comme impliquant une activite* inventive 
torsque fa document est associe & un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme familie de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationaie a ete effectivement achevee 



11 septembre 2000 



Date <T expedition du present rapport de recherche intemationaie 

25/09/2000 



Nom et adresse postate de l'administration chargee de la recherche intemationaie 
Office European des Brevets, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise* 



Le Flao, K 



Formula ire PCTY1SA/21 0 (deuxieme fouSIe) Quillet 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERi 



• 



INTERNATIONALE 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Den £^^^ptationale No 

PCT/FR 00/01486 



Categorie ' Identification des documents cites. avecJe cas echeant. Tindicationdes passages pertinents 



WAEGELL W ET AL: "Growth acceleration and 
stem cell expansion in Dexter-type 
cultures by neutralization of TGF-beta." 
EXPERIMENTAL HEMATOLOGY, 
vol. 22, 1994, pages 1051-7, XP000572237 
page 1054, colonne de gauche, ligne 46 
-page 1055, colonne de gauche, ligne 10 
page 1055, colonne de droite, ligne 3 - 
ligne 13 

MUMMERY C L ET AL: "Expression of 
transforming growth factor beta 2 during 
the differentiation of murine embryonal 
carcinoma and embryonic stem cells " 
DEVELOPMENTAL BIOLOGY, (1990 JAN) 137 (1) 
161-70, , 

XP000891381 
page 162, colonne de gauche, ligne 14 - 
ligne 25 

page 162, colonne de droite, ligne 25 - 
ligne 38 

page 164, colonne de droite, ligne 1 - 
ligne 24 

page 165, colonne de droite, ligne 26 - 
ligne 52 

page 168, colonne de droite, ligne 25 - 
1 igne 36 

EP 0 834 556 A (ACADEMISCH ZIEKENHUIS 
LEIDEN) 25 septembre 1996 (1996-09-25) 
revendications 1-11 

WIANNY F ET AL: "Proliferation and 
differentiation of porcine inner cell mass 
and epi blast in vitro." 

BIOLOGY OF REPRODUCTION, (1997 OCT) 57 (4) 
756-64., 

XP000700182 
abrege 

page 763, colonne de gauche, ligne 50 - 
ligne 60 

DUC0S KARIN ET AL: "p21cipl mRNA is 
controlled by endogenous transforming 
growth factor-betal in quiescent human 
hematopoietic stem/progenitor cells." 
JOURNAL OF CELLULAR PHYSIOLOGY, 
vol. 184, no. 1, juillet 2000 (2000-07), 
pages 80-85, XP000939301 
ISSN: 0021-9541 



no. des revendications visees 



1-16 



1-3 



1-3 



1-17 



1-16 



Formulaira PCT/ISA/21 0 (siite do la dauxi&m© feuille) (juiftet 1992) 



page 2 de 



2 



RAPPORT .DE RECHE 

Renseignements relatifs atix membrei 



INTERNATIONAJLE 

r ami(les de brevets 



Den V|Krnationate No 

PCT/FR 00/01486 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



EP 0834556 



08-04-1998 



AU 
EP 
WO 



4225797 A 
0928328 A 
9813475 A 



17-04-1998 
14-07-1999 
02-04-1998 



FormLriaire PCTrlSA/210 (annexe (amities de brevets) (jufllet 1992) 



3 




£ cu z oi v uv 0 ol 



M 



.PATENT COOPERATION TREA^ 

PCT • 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 




Applicant's or agent's file reference 
WOB 99 AH CNR SOMA 


i? i iDTur d r-r ™v SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Kepovi (Forrn PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 


PCT/FR00/01486 


30 May 2000 (30.05.00) 


03 June 1999 (03.06.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12N 5/06 






Applicant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of . 



13 



. sheets, including this cover sheet. 
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ARY EXAMINATION REPORT 



lactational application No. 

PCT/FR00/01486 



I. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-16 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-17 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/1 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 
pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

[ | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I 1 the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 1 4 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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HI, Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application. 

claims Nos. 1-4.17 

because: 

the said international application, or the said claims Nos. . . 1-4 A 1 



relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 
SEE SEPARATE SHEET 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



I — | the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 

I | by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. ■ 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

[ | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III 



The present notification refers to the following 
documents, which are cited in the search report: 

Dl: HATZFELD J. et al . , JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, 
JP, TOKYO, vol. 174 (1991), pages 925-929 

D2: WAEGELL W. et al . , EXPERIMENTAL HEMATOLOGY, vol. 22 
(1994) , pages 1051-1057 

D3 : MUMMERY C. L. et al . , DEVELOPMENTAL BIOLOGY, vol. 
137 (1) (1990) , pages 161-70. 

The present notification also refers to document D4 , 
which is cited in the present application. 

D4 : Piacibello W. et al . , BLOOD, vol. 89(8) (1997), pages 
2644-2653 . 



The present Authority considers that the wording of 
Claims 1-4 and 17 (failure to mention * in vitro' ) is such 
that the subject matter thereof encompasses a compound 
for medical use. Therefore, the provisions of PCT Rule 
67.1 (iv) cover the subject matter of said claims. For 
this reason, no opinion will be given on the question of 
whether the subject matter of these claims is 
industrially applicable (PCT Article 34(4) (a) (i) ) (see 
also Box V, industrial applicability) . 
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IV. Lack of unity of invention 



1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 

□ 

restricted the claims. 
I I paid additional fees. 

□ 

paid additional fees under protest, 
neither restricted nor paid additional fees. 

[y] This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 , 
l - kN not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I I complied with. 

DK] not complied with for the following reasons: 
SEE SEPARATE SHEET 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

[X] all parts. 

□ 

the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: IV 

The present application lacks unity of invention since 
the concept linking the different claims, namely 
*undif f erentiated and amplified stem cells' , is not novel 
(see the introduction of the present application, page 1, 
lines 7-29; see document Dl, Figure 2 and lines 17-19, 
page 92 7 which shows a method for deriving a colony of 
undifferentiated cells from a single parent stem cell; 
see document D2 , page 1055, lines 24-3 5 and page 1056, 
lines 13-17; see document D4 , the abstract, lines 15-18 
and the final paragraph of the introduction) . Therefore, 
the application is divided into several inventions which 
are not linked by a single general inventive concept 
(indeed, each independent claim constitutes a group of 
inventions) . Despite this objection, the applicant is not 
requested to pay additional fees. However, the 
International Preliminary Examining Authority (IPEA) will 
follow up this objection if the file is taken into the 
regional phase with the EPO. 



International application No. 
^^TFR 00/01486 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



5-17 



1-4 



1-17 



5-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Novelty - PCT Article 33(2) 

1. The subject matter of the present application is (1) 
the controlled use of a cell growth inhibitor for 
maintaining the undifferentiated state of stem 
cells, particularly human stem cells, while enabling 
the cell division thereof, (2) a culturing method 
which makes it possible to multiply said stem cells 
while maintaining the undifferentiated state 
thereof, and (3) the use of the resulting cells for 
reconstructing tissue and/or organs to be 
transplanted . 



2* Document Dl shows that the controlled use of a cell 
growth inhibitor (TGF-pl) (blocking the action 
thereof using antisense oligonucleotides or 
antibodies) enables human stem cells to be released 
from their quiescent state, in other words, it 
enables the proliferation thereof. Moreover, in view 
of the results shown, it clearly appears that this 
multiplication is not accompanied by any 
differentiation (see Figure 2 and lines 17-19, page 
927 which shows a colony derived from a single 
parent stem cell, namely, by definition, obtaining a 
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group of cells identical to the parent cell and, 
therefore, undifferentiated) . Therefore, document Dl 
anticipates the subject matter of Claims 1-4. 

Document D2 describes the controlled use of a cell 
growth inhibitor (TGF-pl, -(32 and -p3) (by blocking 
the activity thereof using an antibody) for 
maintaining the undifferentiated state of murine 
hematopoietic stem cells while enabling the cell 
division thereof (see the abstract; see Results, 1 st 
and 2 nd paragraphs and Figures 1 and 2; see 
Discussion, page 1055 right-hand column, 2 nd and 3 rd 
paragraphs and page 1056, lines 13-17). Therefore, 
document D2 also anticipates the subject matter of 
Claims 1, 3 and 4. 

It should be noted that these objections concerning 
novelty result from the fact that the subject matter 
of Claims 1-4 is badly defined in a general and 
imprecise manner, using functional features or a 
result to be achieved instead of the essential 
technical features of the invention (see the 
objections in Box VIII, paragraphs 1 and 2) . More 
particularly, the expressions 'controlled' and 'in 
sequential association' are vague and do not make it 
clear that the invention consists in neutralising 
TGF-(3 using an antibody or by washing and then 
adding said TGF-p at precise concentrations making 
it possible to inhibit differentiation without 
blocking cell division. In other words, in the 
current form, it is impossible to delimit the 
subject matter of Claims 1-4 in an unambiguous 
manner in relation to the prior art with regard to 
novelty . 
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3. The subject matter of Claims 5-17 is not described 
in the prior art made available to the IPEA. 
Therefore, the subject matter of said claims meets 
the requirements of PCT Article 33(2). 



Inventive step - PCT Article 33(3) 



1. Claim 5 relates to a method for stem cell 

multiplication which includes a first step wherein 
the stem cells are released from their quiescent 
state by neutralising the effect of a cell growth 
inhibitor so as to trigger a number of cell 
divisions ranging from 1 to 100, and a second step 
wherein the differentiation of the cells resulting 
from the previous step is inhibited using a cell 
growth inhibitor. The subject matter of this claim 
does not involve an inventive step under the terms 
of PCT Article 33(3), for the following reasons: 



Document Dl, which is considered to be the prior art 
closest to the subject matter of Claim 5, describes 
a method for stem cell multiplication, in particular 
human stem cells, which includes a single step 
wherein said cells are released from their quiescent 
state by neutralising the TGF-(3 using antisense 
oligonucleotides or an anti-TGF-pl antibody. 

The subject matter of Claim 5 differs from that of 
Dl in that a second step is carried out wherein the 
cells resulting from the first step are subjected to 
the action of a cell growth inhibitor. 

The technical effect associated with this difference 
is that the undifferentiated multiplied stem cells 
resulting from the previous step are maintained in 
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their undifferentiated state. 

Therefore, the problem that Claim 5 aims to solve is 
that of providing means for stopping stem cells 
returned to a dividing state from entering into a 
state of differentiation. 



The solution to this problem is to add a cell growth 
inhibitor after the first step. 

The technical effect on the basis of which the 
selection of compounds is justified should be one 
that can reasonably be expected to be achieved using 
all of the selected compounds. However, the present 
application has not shown that any cell growth 
inhibitor is capable of solving the stated problem. 
Furthermore, the description does not provide any 
explanation or justification to suggest that this is 
the case. Therefore, in principle, the subject 
matter of Claim 5 cannot be considered to be 
inventive (PCT Article 33 (3) ) . 



Moreover, the wording of Claim 5 is so general, 
imprecise and lacking in essential technical 
features (see the objections concerning PCT Article 
6, Box VIII, paragraphs 1-6) that the subject matter 
thereof encompasses embodiments of the method that 
are not disclosed, or suggested, in the description 
and are unable to solve the stated problem. 
Therefore, also for this reason, the subject matter 
of Claim 5 cannot be considered to be inventive 
under the terms of PCT Article 33(3)) . 

2. The features of Claims 6-16 either already appear in 
the prior art ( Claim 6 , see the D2 , Discussion, page 
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1055, right-hand column, 3 rd paragraph and page 

1056, lines 13-17; Claims 7, 8, 14 , see Dl, 
Materials and Methods 'Cell preparation and cell 
culture'; Claims 9-12 , see Dl and D2; Claim 13 , see 
Dl, Materials and Methods 'Growth factors and 
antibodies' ) , or form part of standard technical 
practice ( Claims 15 and 16 ) . Therefore, if combined 
with Claim 5, they are not suitable for rendering 
said claim novel (PCT Article 33(3)). 

Claim 17 is merely a novel use of undifferentiated 
and amplified stem cells already described in 
document D4 . However, this use does not involve any 
advantages other than those resulting from the 
properties of said cells which are disclosed in D4 
(see the abstract, lines 17 and 18, the final 
paragraph of the introduction and final paragraph of 
the Discussion) . Therefore, the subject matter of 
Claim 17 does not involve an inventive step (PCT 
Article 33(3)) . 



Industrial applicability - PCT Article 33(1) and (4) 



There are no uniform criteria in the PCT Contracting 
States for determining whether Claims 1-4 and 17 are 
industrially applicable. Patentability may also be 
dependent on the way in which the claims are worded. 
Therefore, the European Patent Office does not 
consider the subject matter of use claims relating 
to the medical use of a compound to be industrially 
applicable. However, claims relating to a known 
compound, for a first medical use, will be accepted, 
as will claims relating to the use of such a 
compound for producing a drug with a view to a novel 
medical treatment . 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirement of PCT Rule 5.1(a) (ii) , the 
relevant prior art disclosed in documents Dl and D2 has 
not been indicated in the description, nor have these 
documents been cited. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The following wording: 

- "in a controlled manner for maintaining the 
undifferentiated state of stem cells, while enabling 
the cell division thereof (Claim 1) 

- 'in sequential association with ... to trigger a 
number of divisions ranging from 1 to around 100 ... 
while maintaining the undifferentiated state of the 
stem cells' (Claim 4) 

- 'by neutralising the effect of a cell growth 
inhibitor ... so as to ... (Claims 5 and 15) 



International application No. 
^ ^FR 00/01486 



defines the subject matter of said claims in terms 
of the result to be achieved and not the technical 
features required to achieve said result. This kind 
of definition introduces a lack of clarity 
concerning the subject matter for which protection 
is sought. Therefore, the claims should be re- 
drafted by adding the technical features required 
for achieving said result (PCT Article 6) . 

2. The wording 'cell growth inhibitor', 'cell 

proliferation anti-inhibitor' , 'gene products 
controlling cell growth with regard to cell 
differentiation and/or division' , 'cyclin-dependant 
kinase inhibitors' and 'factors controlling 
apoptosis or ageing' in Claims 1, 3-5, 9-13 and 15 
are vague and imprecise and lead to doubt as to the 
scope of the protection sought since they define the 
compound in terms of its function and not the 
structural features thereof. This kind of definition 
does not refer to a specific compound or group of 
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compounds but rather encompasses an infinite number 
of compounds which could have very different 
chemical compositions. Therefore, the subject matter 
of Claims 1, 3-5, 9-13 and 15 does not meet the 
requirements of PCT Article 6 (lack of clarity, lack 
of support) . 

3. Only haematopoietic human somatic cells are shown in 
the application (see Example) and no information is 
given to justify a generalisation made to 'stem 
cells', 'embryonic stem cells' or even 'stem cells 
leading to various solid tissue' . Therefore, the 
subject matter of Claims 1-17 does not meet the 
requirements of PCT Article 6 (the subject matter 
for which protection is sought is not supported by 
the description) . 

4. Only the cell growth inhibitor 'TGF- 13 ' is shown in 
the description. Therefore, the generalisation made 
to all cell growth inhibitors in Claims 1-17 is not 
supported (PCT Article 6) . Furthermore, all TGF-ps, 
without any isoform distinction, are suggested as 
cell differentiation inhibitors. Although it is 
known that all isoforms are responsible for 
inhibiting stem cell proliferation, it is not shown 
in the application that they are all capable of 
inhibiting cell differentiation. Therefore, the 
generalisation made to all TGF-(3s (Claims 3 and 10) 
is also not permitted (lack of support, PCT Article 
6) . 

5. The initial cellular concentration, the method for 
neutralising the cell growth inhibitor, the 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL 



m 



fARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
p|AfR 00/01486 




VIII. Certain observations on the international application 



inhibition method used in step (b) , the 
concentration of the cell growth inhibitor and anti- 
inhibitor and the composition of the culture medium 
are not mentioned in Claim 5. However, according to 
the description, these technical features are 
essential for the implementation of the method of 
Claim 5 ('neutralisation method', see page 7, lines 
1-28, page 8, lines 7-9; 'inhibition method used in 
step (b) ' , see page 6, lines 3-9; 'concentration of 
the cell growth inhibitor' , see page 6, lines 10-33; 
'concentration of the cell growth anti-inhibitor' , 
see page 7, lines 32 to page 8, line 13, 
'composition of the culture medium' , see page 9, 
lines 16-29) . Therefore, Claim 5 fails to comply 
with the requirements of PCT Article 6 in 
combination with PCT Rule 6.3(b), according to which 
an independent claim must contain all of the 
technical features essential for the definition of 
the invention. 

6. The terms 'around, 'low concentration', 'in a 
suitable amount' , 'high initial cell concentration' 
used in Claims 4, 5, 8 and 11-16 are vague and 
unclear and lead to doubt as to the meaning of the 
technical feature to which they refer. This is more 
the case since the expression 'in particular' used 
in these claims has no limiting effect on the scope 
thereof. In other words, the following features are 
considered to be entirely optional (PCT Guidelines, 
Chapter III-4.6). Therefore, the subject matter of 
said claims is not clearly defined (PCT Article 6) . 

7. The key to Figure 1 and the Example showing the 
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multiplication method are not clear. The 
measurements taken are not explained (instruments 
used for detecting CD34 + cells labelled with PKH26 
dye?) and the comments are unclear: 

- different populations are thereby obtained which 
move towards the right' (page 12, lines 17 and 18); 

- cells with an average pKH26 intensity are sorted 
in a window representing around 10% of the complete 
width' (page 13, lines 15 and 16) . 



8. There is a contradiction between the description and 
Claims 5-16. The method for multiplying 
haematopoietic stem cells shown in the example of 
the description (pages 12-15) comprises a single 
step of neutralising TGF-p. Whereas the method 
claimed in Claims 5-16 has a second step (step (b) ) . 
This contradiction between the claims and the 
description leads to doubt as to the subject matter 
for which protection is sought. Therefore, an 
objection is raised under the terms of PCT Article 
6 . 
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La presents annexe Indlque les membres de la familte de brevets relatifs aux docum rrts brevets cites dans le rapport de 
recherche prellmlnalre vise cl-dessus. 

Les dRs membres sort contenus au fichler Informatkjue de F Office europeen des brevets a la date du 

Les renselgnements f oumls sont donnee a tide Indlcatlf et n'engagent pas la responsabllite de I'Offlce europeen des brevets, 

nl de rAdmlnlstratlon francalse 22-Q3-2000 
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Pour tout renaelgnement concern ant cette annexe : voir Journal OffldeJ de I'Offlce europeen des brevets, No. 12/82 



